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1 高 效 液 相 色 谱 法 测定 瘤胃 甲烷 菌 共 存 对 厌 氧 真菌 代谢 葡萄 糖 产 有 机 酸 特性 的 影响 
2 FAR WRI 成 艳 芬 ” 朱伟 云 


3 《江苏 省 消化 道 营 养 与 动物 健康 重点 实验 室 ， 南 束 农 业 大 学 消化 道 微 生物 实验 室 ， 南 京 
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6 ” 产 有 机 酸 特性 的 有 影响。 根据 6 种 有 机 酸 的 化 学 特性 确定 紫外 检测 波长 、 绥 冲 液 浓度 、pH、 


7 ”流速 、 柱 温和 进 样 量 等 液 相 色 谱 条 件 ; 利用 建立 的 高 效 液 相 色谱 法 检测 大 氧 真菌 纯 培 养 及 大 


8 ” 氧 真 阔 与 甲烷 菌 共 培 养 上 清 液 中 6 种 有 机 酸 的 浓度 。 结 果 表 明 , 高 效 液 相 色谱 采用 的 条 件 为 : 


9  Smmol/L 磷酸 二 氧 钾 - 磷 酸 缓冲 液 (pH=2.4) 作为 流动 相 ， 流 速 为 0.5 mL/min， 柱 温 25 °C, 


10 ” 进 样 量 为 20 uL. 214 nm 波长 检测 。 6 种 有 机 酸 能 够 在 30 min 内 得 到 良好 分 离 。 各 种 有 机 酸 


= 11 ”的 线性 相关 系数 均 大 于 0.999， 检 测 限 为 0.20~1.00 pmol/L, ERRA 0.667~3.333 pmol/L, 

N 

= 12 ”回收 率 为 92.17%~101.61%。 甲 烷 菌 共存 影响 了 厌 氧 真菌 的 代谢 产物 。 厌 氧 真 菌 利用 葡萄 糖 
O 

Cx PPS Sth de ES d 

pr 13 ”的 主要 水 游 性 代谢 产物 为 甲酸 、 乳 酸 、 乙 酸 ， 以 及 微量 琥珀 酸 、 柠 檬 酸 、o- 酮 戊 二 酸 及 乙醇 


14 ， 甲烷 菌 共存 显著 降低 了 上 清 液 中 甲酸 和 乳酸 的 含量 (P<0.05) ， 显 著 增 加 了 乙酸 含量 


15 (P<0.05) 。 综 上 ， 本 文 利用 建立 的 高 效 液 相 色谱 法 可 快捷 、 灵 敏 、 有 效 地 检测 厌 氧 真菌 代 


16 WAA ER 6 种 有 机 酸 的 含量 , 并 发 现 甲烷 戎 共存 显著 促进 了 厌 氧 真菌 氧化 酶 体 对 碳水 


17 化合物 的 代谢 。 
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统 和 分 泌 的 一 系列 木质 纤维 素 降 解 酶 对 植物 纤维 进行 高 效 地 降解 。 厌 氧 真 兰 进 行 混合 酸 发 


酵 ， 其 代谢 产物 主要 为 甲酸 、 乙 酸 、 乳 酸 、 琥 珀 酸 、 乙 醇 、 二 氧化 碳 《〈CO>) 和 氧气 (Ho 


P11。 甲烷 菌 严格 大 氧 ， 它 们 不 能 利用 复杂 的 有 机 物 ， 只 能 利用 Ho. CO». "PER. LED 


醇 等 简单 物质 作为 能 量 来 源 。 甲烷 菌 和 大 氧 真菌 可 以 稳定 共存 , 而 且 甲 烷 菌 的 存在 可 以 显著 


提高 大 氧 真 菌 对 底 物 的 降解 和 利用 94。 当 甲 烷 菌 共存 时 ， 大 氧 真菌 的 主要 代谢 产物 由 甲酸 、 


BH 


乙酸 、 氧 气 和 乳酸 转变 为 乙酸 、 甲 烷 和 乳酸 Da。 因此 ， 建 立 厌 氧 真菌 代谢 产物 中 有 机 酸 的 


检测 方法 ， 对 于 了 解 甲 烷 菌 共存 对 大 氧 真 菌 代谢 的 影响 具有 重要 意义 。 


目前 有 关 厌 氧 真 菌 有 机 酸 检测 方法 的 报道 较 少 , 测定 的 有 机 酸 多 集中 于 含量 较 高 的 代谢 


产物 , 如 甲酸 、 乙酸 和 乳酸 , 而 且 往 往 是 利用 不 同 的 方法 分 开 测定 的 ， 耗 时 费力 ,也 不 经 济 。 


然而 , 目前 还 没有 能 够 同时 检测 厌 氧 真菌 代谢 产生 的 这 些 有 机 酸 的 方法 .近年 来 的 研究 及 现 ， 


大 氧 真 菌 发 酵 可 能 产生 某 些微 量 代谢 产物 ， 如 u- 酮 成 二 酸 和 柠檬 酸 &I0。 事 实 上 还 没有 一 种 


定量 检测 大 氧 真菌 代谢 产生 的 这 2 种 微量 代谢 产物 的 方法 。 因 此 , 本 研究 则 在 建立 同时 检测 


ligi 


大 氧 真 菌 代 谢 产生 的 6 种 有 机 酸 (PR CR AR MRR PARAS) 的 方 


法 ， 并 使 用 该 方法 研究 大 氧 真 菌 产 有 机 酸 的 特性 以 及 甲烷 菌 共 存 对 大 氧 真 菌 产 有 机 酸 的 影 


响 。 


1 材料 与 方法 


1.1 高 效 液 相 色谱 仪 与 试剂 


Waters 2489 型 高 效 液 相 色 谱 仪 (Waters, 美国 ), Waters 515 R, 2489 UV 检测 器 , HT-330 


柱 温 箱 (Waters， 美 国 )，Agilent SB-Aq 色谱 柱 (26 mmx250 mm，5 um; Agilent， 美 国 )， 


7725i 手动 进 样 器 (Rheodyne， 美 国 )，UV2450 紫外 可 见 光 谱 仪 “(HITACHI, 日 本 )。 色 谱 


纯 甲 酸 、 乙酸 、 乳 酸 、a- 酮 戊 二 酸 、 柠 榜 酸 和 琥珀 酸 购 于 Sigma 公司 (St. Louis, MO, 美国 )， 


分 析 纯 磷酸 二 氧 钾 (KH?PO4) 购 于 北京 化 学 试剂 公司 。 超 纯 水 〈18.2 mA/cm) 使 用 MilliQ ji 
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低 有 机 物 超 纯 水 机 制备 〈Millipore， 美 国 )。 


1.2 


有 机 酸 标准 溶液 的 配制 及 标准 曲线 的 建立 
准确 称 取 或 量 取 甲 酸 、 乳酸、 乙酸 、a- 酮 戊 二 酸 、 柠 榜 酸 和 琥珀 酸 , 配制 成 浓度 为 S0~100 


mmol/L 的 母液 。 分 别 移 取 适量 该 溶液 稀释 1、5、10、100、200、500 和 1 000 倍 ， 配 制 成 


不 同 浓度 的 标准 品 ， 用 0.22 um 的 一 次 性 针 式 过 滤器 过 滤 后 备用 。 各 有 机 酸 标 准 品 用 于 确定 


保留 时 间 ， 混 合 标 准 品 用 于 制作 有 机 酸 标准 曲线 。 


1.3 


吸光 度 较 高 ， 而 和 葡萄糖 在 此 波长 下 几乎 没有 吸收 ， 因 此 选择 吸收 波长 为 214 nm 作为 检测 波 


长 。 


有 机 酸 分 析 方法 的 建立 


在 200-600 nm 波长 范围 内 扫描 各 个 有 机 酸 标准 溶液 ， 发 现在 214 nm 波长 下 ， 整 体 的 


试验 中 比较 了 不 同 浓度 KH2PO4- 磷 酸 (HPO, (5. 10. 15. 20 mmol/L) 缓冲 液 发 现 ， 


浓度 为 5 mmol/L 时 有 机 酸 分 离 度 最 好 。 在 KH2PO4-H3PO4 绥 冲 液 浓度 为 S mmol/L 条 件 下 ， 


用 


HPO, 调节 缓冲 液 pH 为 1.6、2.0、2.4、2.7， 结 果 发 现 有 机 酸 在 pH 为 2.4 的 流动 相 中 分 


离 度 最 好 。 因 此 选用 5 mmol/L KH2PO4-H3PO4 RR (pH=2.4) 作为 流动 相 ， 检 测 波长 设 定 


为 


214 nm。 通 过 综合 比较 分 析 ， 最 终 确 定 有 机 酸 高 效 液 相 色谱 分 析 条 件 为 : 流动 相 为 5 


mmol/L KH2PO4-H3PO4 RPW ( pH=2.4 ) , 流速 为 0.5 mL/min, 检 测 波长 214 nm, 柱 温 为 23 °C, 


进 样 体积 为 20 gL。 根据 该 分 析 条 件 ， 检 测 各 有 机 酸 保留 时 间 、 建 立 标准 曲线 并 计算 检 出 限 


与 定量 限 。 


1.4 


H 


收 率 的 测定 


精密 度 和 


精确 吸取 适宜 浓度 的 混合 标准 溶液 , 按 高 效 液 相 色谱 分 析 条 件 连续 进 样 5 次 ,记录 峰 


积 并 计算 精密 度 。 将 同一 发 酵 液 样品 分 装 成 2 份 ,一 份 直接 测定 其 中 有 机 酸 含量 ， 另 外 一 份 


添加 混合 标准 品 后 测定 其 含量 ， 记 录 峰 面积 ， 平 行 测定 3 次 ， 计 算 回 收 率 ， 该 试验 重复 S 


次 。 
1.5 甲烷 菌 共 存 对 厌 氧 真菌 代谢 的 影响 
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以 本 实验 室 从 山羊 瘤 骨 液 中 分 离 得 到 的 厌 氧 真菌 C Piromyces 属 ) 和 甲烷 菌 


CMethanobrevibacter thaueri) 共 培 养 为 试验 菌株 ， 通 过 添加 握 考 素 去 除 甲 烷 菌 以 获得 大 


氧 真 菌 纯 培养 。 参 照 Barichievich 等 0 方法 配制 培养 基 ， 将 10 mL 生长 3d 的 培养 物 接种 于 


己 预 热 至 39 “CH 90 mL 培养 基 (4 g/L 葡萄 糖 为 底 物 ) 中 ，39 °C 静 置 培养 3 d， 参 照 


Marin-Sikkema 等 2 方法 取 上 清 液 并 分 装 于 2 mL 冻 存 管 ，-80 °C 保存 ， 用 于 厌 氧 真菌 底 物 及 


代谢 产物 分 析 。 


1.6 ”大 氧 真 菌 底 物 及 代谢 产物 分 析 


M 


采用 和 葡萄 糖 氧 化 酶 /过 氧化 物 酶 法 测定 上 清 液 中 葡萄糖 含量 《南京 建成 生物 工程 研究 


lim] 
pad 


所 )。 上 清 液 离心 后 (12 000 r/min、4 °C 离心 10 min) 与 KH?PO4-HsPO, 缓冲 液 (5 mmol/L, 


pH=2.4) 按 1:2 KANES, 0.22 hm 过 滤 后 用 上 述 已 建立 方法 检测 其 中 有 机 酸 的 浓度 。 参 照 


Edgardo 等 中 方法 测定 上 清 液 中 乙醇 含量 : 气相 色谱 为 Agilent 7890B (Agilent， 美 国 ); 载 


气 [ 柱 前 压 ， 高 纯 氮 气 (N2) ]0.04 Mpa; 分 流 比 100:1; KR-9 (AYA), 0.32 mx30 m; FID 


检测 器 ， 气 化 温度 150°C, Hu 105 *C， 检 测 器 温度 220°C. 


1.7 数据 处 理 


数据 经 Excel 2007 初步 整理 后 ， 利 用 SPSS 16.0 统计 软件 中 独立 样本 + 检验 对 纯 培 养 和 


共 培 养 中 底 物 及 代谢 产物 含量 进行 比较 。 数 据 以 平均 值 + 标准 误 表 示 , 显著 性 水 平 置 于 0.05. 


2 结果 与 分 析 


24. 厌 氧 真菌 代谢 产物 高 效 液 相 色谱 法 的 建立 


2.1.1 保留 时 间 、 标 准 曲线 、 检 
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通过 各 有 机 酸 的 单一 标准 品 测定 其 保留 时 间 《〈 表 1)， 然 后 利用 有 机 酸 混 合 标 准 品 进行 
测定 分 析 。 结 果 表 明 ，6 种 有 机 酸 在 30 min 内 能 得 到 良好 的 分 离 效果 《图 1)。 以 进 样 浓度 
(mmol/L) 为 横 坐 标 ， 峰 面积 GnV-min) 为 纵 坐 标 ， 绘 制 标准 曲线 ， 进 行 线性 回归 ， 建 立 
标准 曲线 回归 方程 ，6 种 有 机 酸 标准 曲线 相关 系数 均 大 于 0.999 0€ 1)。 以 3 倍 、10 fife 
比 CSN) 的 判断 标准 分 别 进行 6 种 有 机 酸 的 检测 限 及 定量 限 的 计算 ， 其 中 a- 酮 戊 二 酸 的 检 
测 限 最 低 ， 为 0.20 pmol/L; 乙酸 的 检测 限 最 高 ， 为 1.00 hmoyL。o- 酮 成 二 酸 定量 限 最 低 ， 
为 0.667 umol/L; 乙酸 的 定量 限 最 高 ， 为 3.333 pmol/L CE 1). 
1: PR; 2: 乳酸 ，3: 乙酸 ，4: a- 酮 戊 二 酸 ，5: AAR: 6: 琥珀 酸 。 
1: formate; 2: lactate; 3: acetate; 4: a-ketoglutarate; 5: citrate; 6: succinate. 
图 1 有 机 酸 混合 标准 品 的 高 效 液 相 色 谱 图 
Fig 1 HPLC chromatograms of organic acids mixed standard solution 
de 1 6 种 有 机 酸 的 保留 时 间 、 线 性 回归 方程 、 相 关系 数 、 检 测 限 和 定量 限 
Table 1 The retention time, regression equation, correlation coefficient, limit of detection (LOD) and 
limit of quantification (LOQ) of six organic acids 
有 机 酸 保留 时 间 可 归 方 程 相关 系数 检测 限 定量 限 
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Organic acids Retention time/min Regression equation Correlation coefficient LOD LOQ 
y=1.044 6x42 
甲酸 Formate 6.96 0.999 9 0.51 1.700 
390.47 
y=0.643 6x-3 
乳酸 Lactate 10.62 0.999 5 0.22 0.733 
668.83 
y=2.006 8x-7 
乙酸 Acetate 11.56 0.999 3 1.00 3.333 
609.54 
a- 
13.17 y=0.060 0x-11.14 0.999 8 0.20 0.667 
a-ketoglutarate 
柠檬 酸 Citrate 20.54 y=2.034 0x+995.80 0.999 7 0.23 0.767 
y=7.635 2x44 
琥珀 酸 Succinate 26.14 0.9996 0.58 1.933 
594.42 
2.1.2 ”精密 度 和 回收 率 试 验 
表 2 为 6 种 有 机 酸 检 测 的 重复 性 试验 结果 ,由 表 2 可 知 , 各 有 机 酸 峰 面积 的 相对 标准 偏 
Z5 (relative standard deviation, RSD) 的 平均 值 均 低 于 6%， 表 明 该 方法 具有 良好 的 精密 度 。 
表 3 为 该 检测 方法 的 回收 率 试验 结果 。 由 表 3 可 知 ， 乳 酸 的 回收 率 最 高 ， 为 101.61%; 柠檬 
酸 的 回收 率 最 低 ， 为 92.17%。 结 果 表 明 各 有 机 酸 加 样 回收 率 良 好 。 
表 2 高 效 液 相 色谱 检测 方法 的 精密 度 
Table2 Precision of the analytical method of HPLC (n=5) 
有 机 酸 峰 面积 Peak area 平均 值 ” 相对 标准 偏差 
Organic acids 1 2 3 4 5 Means RSD/% 
甲酸 Formate 466 496 523 277 466 315 470 964 482 351 481 880 4.99 
乳酸 Lactate 1 010 170 1 054 673 1009546 1038610 1 024 533 1 027 506 1.88 
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乙酸 Acetate 


13 496 


a-ketoglutarate 


柠檬 酸 Citrate 


JEN? Succinate 
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Organic acids 


201711.00895v1 
= 


乙酸 Acetate 


chinaXiv 
= 
[| 
S 


a-ketoglutarate 


柠檬 酸 Citrate 


JEN? Succinate 


10 209 


18 492 


214 808 


209 933 


12 459 


11 104 


19 270 


表 3 6 种 有 机 酸 加 样 回 


213 427 


12 568 


9 800 


19 346 


210730 216896 
13 067 12 898 
9 528 9 936 
19 610 19 009 
收 试验 结果 
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Table 3 Results of the recovery test of the six organic acids (n=5) 


Sample 


concentration/(umol/mL) 


20.294 


15.572 


16.372 


0.051 


0.096 


0.474 


经 过 72 h 培养 后 ， 检 测 发 现 大 氧 真 菌 纯 培 养 和 甲烷 菌 与 大 氧 真菌 


添加 量 


Additive 


volume/(umol/mL) 


12.500 


5.000 


12.500 


0.125 


0.125 


0.125 


甲烷 菌 共存 对 厌 氧 真菌 葡萄 糖 代谢 的 影响 


加 标 样 浓度 


Detected 


32.070 


20.652 


28.096 


0.174 


0.221 


0.589 


concentration/(umol/mL) 


213 159 1.35 
12 898 3.22 
10 115 5.98 
19 145 2.21 

回收 率 标准 差 
Recovery/% SD 
94.20 0.054 
101.61 0.022 
93.79 0.010 
98.70 0.082 
99.62 0.025 
92.17 0.052 


培养 上 清 液 中 作为 


底 物 的 葡萄 糖 被 完全 利用 ， 且 两 者 间 差 异 不 显著 CP>0.05)。 利 用 建立 的 高 效 液 相 色谱 法 测 


机 酸 含 量 时 发 现 ， 甲 烷 菌 共存 影响 了 大 氧 真菌 的 代谢 产物 (图 2， 表 4)。 由 表 4 可 知 ， 


真菌 利用 葡 葡 糖 的 主要 水 溶性 代谢 产物 为 甲酸 、 乳 酸 和 乙酸 。 甲烷 


Wide LE KITE 


相对 标 ; 


=> 


RSD/% 


5.65 
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107 ” 清 液 中 甲酸 和 乳酸 的 含量 (P<0.05)， 显 著 增 加 了 上 清 液 中 乙酸 的 含量 (P<0.05)， 对 上 清 液 


108 ”中 的 微量 代谢 产物 焉 珀 酸 、 森 榜 酸 、a- 酮 戊 二 酸 和 乙醇 的 含量 无 显著 影响 CP»0.05). 


A4 纯 培 养 和 共 培 养 上 清 液 中 代谢 产物 浓度 


Table 4 Metabolite concentration in supernatant of mono-culture and co-culture (n=4) 


甲酸 Formate ”乳酸 Lactate ZR Acetate ”a- 酮 戊 二 酸 a-Ketoglutarate ”柠檬 酸 Citrate ”琥珀 酸 Succinate 乙醇 Ethanol 


/(mmol/L) /(mmol/L) /(mmol/L) /(umol/L) /(umol/L) /(mmol/L) /(mmol/L) 
纯 培 养 
48.32+0.42° 66.66+2.84° 26.79*1.11* 20.18+43.92 161.48x14.00 1.49+0.17 1.60+0.13 

Mono-culture 

> 

CO 0.30+0.07* 43.2443.97* 44.05+5.58° 13.01+41.13 140.41+16.66 1.26+0.09 1.76+0.06 
Cé-cilture 

© 

| 109 同 列 数 据 肩 标 不 同 小 写字 母 表示 差异 显著 (P<0.05) ， 相 同 或 无 字母 表示 差异 不 显著 

™ 

N 

= 110 (P>0.05) 。 

© 

N 111 In the same column, values with different small letter superscripts mean significant 

= 

>< 112 difference (P«0.05), while with the same or no letter superscripts mean no significant difference 

(9 

E 113  (P50.05). 

wt 

(S) 
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A: 厌 氧 真菌 纯 培 养 上 清 液 样品 高 效 液 相 色谱 图 ; B: 厌 氧 真菌 和 甲烷 菌 共 培 养 上 清洲 


样品 高 效 液 相 色 谱 图 。 


A: HPLC chromatograms of anaerobic fungal pure culture supernatant; B: HPLC 


chromatograms of co-culture of anaerobic fungi and methanogens supernatant. 


图 2 高 效 液 相 色谱 分 析 甲 烷 菌 共存 对 大 氧 真 菌 代谢 产物 的 影响 


Fig2 Effects of co-cultured methanogens on the metabolites of anaerobic fungi by HPLC 


3 讨 论 


pe 


3.1. 检测 厌 氧 真菌 代谢 的 6 种 有 机 酸 方法 的 建立 


高 效 液 相 色谱 法 具有 柱 效 高 、 重 复 性 良好 、 操 作 方便 等 特点 ， 并 且 可 以 同时 定量 多 种 化 


合 物 05。 然 而 ， 由 于 厌 氧 真菌 培养 基 成 分 复杂 ， 厌 氧 真 菌 代谢 产物 组 分 也 比较 复杂 ， 因 此 


对 上 清 液 中 有 机 酸 的 测定 有 较 大 干扰 。 在 条 件 摸索 过 程 中 , 笔者 发 现 相 


E hin Æ A 


HRR E FRIERI M 


近 出 现 了 较 多 杂 峰 ， 干 扰 了 甲酸 的 准确 测定 。 笔 者 调节 了 缓冲 液 pH (1.6~2.7). Rik 


FE (5—20 mol/L). FEW (15—30 ?C)、 流 动 相 中 甲醇 比例 和 流动 相 流 速 等 多 种 方法 来 消除 
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127 杂 峰 对 甲酸 的 干扰 : 缓冲 液 浓 度 为 5 mmol/L 时 效果 好 于 其 他 浓度 ; pH 为 2.0 和 2.4 时 效果 


128 ”好 于 其 他 pH; 柱 温 为 30 "C 时 效果 最 好 ， 甲 醇 的 加 入 与 否 对 结果 影响 不 大 ， 当 流速 较 小 时 ， 


129 ”更 有 利于 各 有 机 酸 的 分 离 , 然而 流速 过 小 会 使 分 析 时 间 过 长 。 通 过 控制 相关 因素 我 们 最 终 得 


130 到 了 最 佳 组 合 ， 最 大 程度 地 消除 了 杂 峰 对 甲酸 检测 的 干扰 。 


9 


131 在 以 往 的 研究 中 , 大 氧 真菌 代谢 的 有 机 酸 往往 是 利用 不 同 的 方法 分 开 测 定 的 , 耗 时 费力 ， 


132 ”检测 灵敏 度 较 低 ， 误差 较 大 ， 而且 测 定 多 集中 于 甲酸 、 乙 酸 、 乳 酸 等 含量 相对 较 高 的 代谢 产 


133 W, WAR IERRA oa- 酮 戊 二 酸 等 微量 代谢 产物 的 关注 则 较 少 。 目 前 还 没有 一 种 关于 


- 134 ”同时 检测 瘤胃 大 氧 真菌 多 种 有 机 酸 方 法 的 报道 。 在 以 往 甲 酸 采 用 甲酸 脱 氢 酶 法 测定 I， 所 


135 ” 需 试 剂 成 本 较 高 而 且 不 易 保存 ; 乳酸 采用 气相 测定 时 需 入 生化 处 理 申 ， 因 此 降低 了 测定 的 准 


136 ” 确 性 。 本 试验 结果 显示 ，6 种 有 机 酸 在 30 min 内 能 得 到 良好 的 分 离 效 果 ; 各 有 机 酸 的 回收 


T 137 XÆ 92.17%~101.61% 之 间 ， 相 对 标准 偏差 小 于 10%。 同 时 ， 本 方法 中 采用 的 流动 相 


138  (KHbPO.-HsPO; BaP RO) 浓度 低 于 其 他 报导 4!， 因 而 大 大 降低 了 高 盐 对 色谱 系统 的 不 利 


139 H. 而且 本 方法 样品 处 理 简单 ， 整 个 测定 过 程 中 无 需 应 用 有 毒 有 害 试剂 。 因 此 本 方法 完全 


140 ”满足 厌 氧 真菌 发 酵 液 中 有 机 酸 的 测定 


141 ”3.2 大 氧 真 菌 发 酵 葡 区 糖 的 代谢 产物 和 代谢 途径 


n 


142 厌 氧 真菌 利用 和 葡萄糖 进 行 混合 酸 发 酵 的 代谢 产物 主要 为 甲酸 、 乙 酸 、 乙 醇 、 乳 酸 、CO。， 


143 ”和 Ho?31。 与 其 他 好 氧 真菌 不 同 ， 大 氧 真菌 没有 线粒体 ， 但 其 胞 内 存在 一 种 类 似 于 线粒体 的 


144 ”细胞 器 一 一 氢化 酶 体 ( 氧 体 ) 。 大 氧 真菌 的 氧化 酶 体 是 细胞 内 以 膜 隔离 的 大 约 1 pm 左右 的 


145 “小 区 室 ， 它 们 在 厌 氧 条 件 下 通过 底 物 水 平 磷酸 化 作用 产生 ATP023。 厌 氧 真 菌 可 以 同时 在 细 


146 ，” 胞 质 和 氧化 酶 体 中 进行 碳水 化 合 物 代谢 ， 细 胞 质 中 主要 代谢 产生 乳酸 、 乙 醇和 甲酸 ， 而 氢化 


147 ” 酶 体 中 代谢 产生 H2、COs、 乙 酸 和 甲酸 i949。 本 研究 中 大 氧 真 菌 纯 培 养 的 主要 代谢 产物 为 甲 


148 ” 酸 、 乳 酸 和 乙酸 , 以 乳酸 的 浓度 为 最 高 , 表明 有 很 大 一 部 分 的 碳水 化 合 物 在 细胞 质 中 被 代谢 。 


149 Cheng 等 00 研究 发 现 ， 厌 氧 真 菌 存 在 不 完整 的 三 羧 酸 循环 (TCA), BEERE 
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路 ， 其 中 氧化 支 路 的 终 产物 为 or- 酮 成 二 酸 ， 还 原 支 路 的 终 产 物 为 琥珀 酸 。 本 试验 在 厌 氧 真 


瑚 上 清 液 中 检测 到 了 代谢 产物 w- 酮 戊 二 酸 和 琥珀 酸 , 这 验证 了 Kwon 等 中 和 Cheng 等 09 的 推 


3.3 ”甲烷 菌 共存 对 厌 氧 真菌 和 葡萄糖 代 谢 的 影响 


在 甲烷 菌 共存 情况 下 ， 大 氧 真 菌 的 主要 代谢 产物 为 乳酸 和 乙酸 ,以 乙酸 合 量 最 高 。 笔 者 


前 期 的 研究 表明 , 在 大 氧 真菌 和 甲烷 菌 共 培养 的 发 酵 体系 中 几乎 没有 氢气 的 积累 , 而 大 氧 真 


瑚 纯 培 养 则 有 氧气 积累 加。 甲烷 短 杆菌 属 为 氨 营 养 型 甲烷 菌 ， 可 以 利用 氧气 或 甲酸 还 原 二 氧 


化 碳 生成 甲烷 ， 几 乎 不 利用 乙酸 中 。 因 此 ， 本 研究 中 大 氧 真菌 与 甲烷 菌 存 在 着 种 间 氢 转移 


的 关系 。 在 甲烷 短 杆菌 存 在 的 情况 下 ， 大 氧 真 菌 所 产生 的 代谢 产物 Bo 和 甲酸 会 被 甲烷 戎 迅 


速 利 用 ， 解 除了 Ho 对 氢化 酶 的 抑制 作用 58 和 甲酸 对 丙酮 酸 甲酸 裂解 酶 的 抑制 作用 02， 因 此 


氢化 酶 体 中 的 代谢 途径 加 强 ， 产 生 的 ATP 也 增多 。 氢 化 酶 体 在 产生 ATP 的 同时 会 伴随 着 乙 


酸 的 生成 ?2 了 1。 共 培 养 上 清 液 中 乙酸 含量 显著 高 于 大 氧 真 菌 纯 培养 组 , 这 表明 共 培 养 组 中 更 


多 的 碳水 化 合 物 被 厌 氧 真菌 氢化 酶 体 所 代谢 ,氧化 酶 体 中 含有 的 氧化 酶 催化 烟 酰 胺 腺 嗓 叭 二 


IZER (NADPH) 生成 烟 酰 胺 腺 嗓 吟 二 核 背 酸 NADA) 和 氢气， 乳酸 生成 过 程 中 需 


NADH 的 参与 由 。 当 细胞 内 的 NADH 减少 时 ， 乳 酸 的 生成 也 会 受到 影响 ， 因 此 共 培 养 组 的 


乳酸 含量 显著 低 于 纯 培 养 组 。 本 研究 中 ， 共 培养 和 纯 培 养 发 酵 液 中 的 琥珀 酸 、 柠 檬 酸 和 a- 


酮 戊 二 酸 合 量 都 没有 显著 差异 ， 这 可 能 是 因为 从 TCA 还 原文 路 和 氧化 文 路 代谢 的 碳 源 量 很 


低 ; 底 物 (葡萄糖 都 已 被 两 者 用 完 。 下 一 步 工作 将 利用 建立 的 方法 测定 纯 培养 和 共 培 养 动 


态 发 酵 过 程 中 发 酵 液 有 机 酸 的 浓度 ， 拟 更 深入 地 研究 甲烷 菌 共存 对 大 氧 真 菌 代谢 的 影响 。 


4 结论 


CO 大 氧 真 菌 代谢 葡萄 糖 产 生 的 主要 有 机 酸 为 甲酸 、 乳 酸 、 乙 酸 以 及 微量 的 琥珀 酸 、 本 


RRM a- 酮 戊 二 酸 。 


O 甲烷 菌 共 存 对 政 珀 酸 、 柠 榜 酸 、o- 酮 戊 二 酸 和 乙醇 的 含量 无 显著 影响 ， 却 显著 减少 了 


11 


173 


174 


175 


176 


177 


178 


179 


180 


181 


182 


183 


184 


185 


186 


187 


188 


189 


190 


191 


192 


193 


194 


甲酸 和 乳酸 的 含量 ， 显 著 增 加 了 乙酸 的 含量 。 
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Abstract: The objective of the present study was to investigate the effect of associated methanogen 


on organic acid profile of glucose metabolism by anaerobic fungus by using the established 


analytic method of high-performance liquid chromatography (HPLC). The wavelength of detector, 


concentration of buffer, pH, flow rate, column temperature and volume of injection were 


determined for HPLC based on the chemical properties of the organic acids. The established 


method was then applied to detecting the concentrations of formate, lactate, acetate, 


a-ketoglutarate, citric acid and succinic acid in the supernatant of fungal mono-culture and 


co-culture of anaerobic fungi with methanogens. The results showed that the operation condition 


for HPLC was as follows: 5 mmol/L KH?PO4-H3POA4 buffer solution (pH=2.4) at a flow rate of 0.5 


mL/min, the column temperature at 25 °C, injection volume 20 uL and wavelength of detector at 


214 nm. The organic acids could be separated and identified by their retention times within 30 min. 


All the correlation coefficients were no less than 0.999. The limit of detection ranged from 0.20 to 


1.00 pmol/L and the limit of quantification ranged from 0.667 to 3.333 umol/L. The recovery rate 


varied from 92.17% to 101.6196. The analysis of metabolites in the supernatant of cultures showed 


that the metabolic profiles of anaerobic fungi were shifted by associated methanogens. The 


dominant water soluble metabolites of anaerobic fungal pure culture were formate, lactate and 


acetate. a-ketoglutarate, citric acid, succinic acid and ethanol were detected as well. With the 


presence of associated methanogens, the concentrations of formate and lactate were significantly 


decreased (P«0.05), while the concentration of acetate was significantly increased (P«0.05). In 


conclusion, the six organic acids content produced by anaerobic fungi can be rapidly and 
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sensitively detected by the established HPLC method. The presence of associated methanogens 


increases the carbohydrate metabolism in the hydrogenosomes of anaerobic fungi. 
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